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考えられることから、その mRNA の発現は細胞増殖の優れた指標となることが期待できる。また、 gyrB遺伝子は細
菌分類の指標として有用な遺伝子の一つであり、特定細菌検出のための標的遺伝子として利用できる。本研究ではま
ず gyrB遺伝子を標的とした real-time PCR の細菌定量における有用性を確認し、つづいて、その mRNA 発現量と
E. coli増殖速度との関係を明らかにするための研究を行った。
rRNA 配列データベースの充実に伴い、 rRNA 遺伝子を標的とした PCR 法は、環境中における特定細菌種の存在
を知るための手法として様々な場面で利用されるようになりつつある。細菌定量の検討においては、新たにデザイン
した E. coli、 Shigella の gyrB遺伝子を標的としたプライマーおよびハイブリダイゼーションプローブ (FRET プロ
ープ)を用いた real-time PCR と同時に、 E. coli 168 rRNA 遺伝子を標的とした real-time PCR を行った。さらにこ
れらの手法を用いて河川表層水、バイオフィルムおよびセディメントにおける E. coliの分布を調査し、細菌定量にお
ける real-time PCR 法の有用性について検討した。
河川水中の E. coli 168 rRNA 遺伝子および E. coli、 Shigella の gyrB遺伝子の定量結果は、培養法によりもとめた
E. coli の MPN に比べて明らかに大きな値であった。この差異は河川水中の E. coliの大部分が、用いた培地により培
養できなかった、あるいは培養できない状態にあったことを示している。このことから、環境中において培養可能な





て 1 コピーである。 gyrB遺伝子の定量結果は細菌ゲ、ノム数を示しており、細菌同定の指標として gyrB遺伝子を用い
ることで、水圏における細菌数を正確に知ることが可能である。
さらに、細菌増殖活性の指標としての gyl13遺伝子の有用性を検討するに当たり、 gyrB mRNA コピー数を定量す
るため real-time RT-PCR を用いた。まず E. coliの growth phase と gylてBmRNA発現量(コピー数)との関係を調
べた。さらに、その発現量から細菌の増殖速度をもとめることを目的とし、 E. coliの増殖速度と発現量との関係を明
らかにするための検討を行った。標準菌株 (E. coliK12 W3110) を用いた検討の結果、 gyrBmRNA の発現は増殖し
ている細胞(対数増殖期)で顕著に見られ、その発現が細菌の増殖活性を知るための優れた指標となることが明らか
となった。また、その発現量は E. coliの比増殖速度との聞に正の相関が見られたことから、 gyrBmRNA の発現量か
ら細菌の増殖速度をもとめることが可能であることが分かつた。
さらに標準菌株を用いた検討により得られた知見に基づき、河川の表層水およびセディメントにおける細菌の増殖
活性を知るための検討を行った。その結果、セディメント試料において、 E. coligyrB遺伝子 1 コピーあたりの gyrB














そこで申請者は、細菌の定量における新たな指標遺伝子として gyrB 遺伝子に着目した。まず大腸菌の gyrB 遺伝
子に特異的なプライマーを設計し、その特異性を確認した。そしてリアルタイム PCR 法により、従来用いられてい
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